





































































本論文の要旨は、第 137 回日本歯科保存学会秋季学術大会（2012 年 11 月 22 日、広島）、




















repeat（LRR）ドメインを持つことから、small leucine-rich repeat proteoglycan


































































った。ネオマイシン薬剤選択により、PLAP-1-neo vector 遺伝子陽性の ES 細




キメラマウスを選別した。キメラ率 80 %のキメラオスマウスをメスの C57BL/6
と交配し、germ line transmission を経た PLAP-1ヘテロ（F1）マウスを得た。
そして、F1 マウス同士を交配させることで、PLAP-1-/- マウスを樹立した。マ
ウスジェノタイピングは、後肢より採取した足指を proteinase K（AMRESCO、
Solon、OH、USA）にて処理し、抽出したゲノム DNA を鋳型として、表 1 に
示す PLAP-1 対立遺伝子とネオマイシン耐性カセットを含む変異型 PLAP-1 対
立遺伝子とを識別するプライマーを用いたゲノム PCR にて行った。PCR 反応
は 95 ℃・10分間の熱処理後、94 ℃・30秒間の熱変性、60 ℃・1分間のアニ




ジーン）により DNA を蛍光染色した。また、PLAP-1-/- マウスの表現型につい
ては、同腹仔であるWTおよび PLAP-1-/- マウスを用いて解析を行った。 
 
 






を RNA-Beeに浸漬した状態で TissueLyser II（Retch、Haan D、Germany）
を用いて破砕し、1/5容量のクロロホルムを添加し、遠心分離（12,000 g、4 ℃、
15 分）した。分離された水層から RNA をイソプロパノールの添加によって沈
殿させた。なお骨組織由来の RNA精製の際には、イソプロパノール沈殿操作時
にHigh-Salt Solution for Precipitation（Plant）（タカラバイオ、滋賀、日本）
を添加して回収を行った。75 ％エタノールによる洗浄の後、得られた全 RNA
沈殿を 20 lのジエチルピロカルボン酸処理水に溶解し、全 RNA量を波長 260 
nm における吸光度から算出し、High Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied 
Biosystems、Carlsbad、CA、USA）を用いて逆転写反応を行って、相補鎖 DNA
（以下 cDNAと略す）を作製した。得られた cDNAを鋳型として、表 2に示す
PLAP-1遺伝子特異的 Real-Time PCR用プライマー（タカラバイオ）を用いて
Real-Time PCR 解析を行った。PCR 反応は Fast SYBR Green Master Mix
（Applied Biosystems）を用いて StepOnePlus Real-Time PCR System
（Applied Biosystems）にて行った。なお、発現量はハウスキーピング遺伝子









埋し、クライオスタット Leica CM3050 S（Leica Microsystems、Wetzlar、
Germany）を用いて厚さ 8 m で凍結薄切標本を作製した。薄切標本は、マイ

















そして、実験動物用 3Dマイクロ X線 CT R_mCT2（リガク、東京、日本）を
用いて断層撮影を行った。歯根膜腔の定量解析は、CTにより得られた画像デ




 PLAP-1-/- マウス同士を交配させた妊娠後 13.5 日目の PLAP-1-/- マウスを屠
殺して開腹し、胎仔を取り出してリン酸緩衝生理食塩水（日研生物医学研究所、
京都、日本、以下 PBSと略す）にて洗浄した。同胎仔の頭部、内臓、手足の先
端部を取り除き、体幹部のみを細切後、0.05 %Trypsin・0.02 %EDTA（Life 
Technologies、Carlsbad、CA、USA）を加えた PBS で反応させ（37 ℃、15
分）、0.05 %Trypsin・0.02 %EDTAを加えた PBSと等量の 10 %ウシ胎仔血清
（Life Technologies、以下 FCS と略す）含有 Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium（Life Technologies、以下 D-MEM と略す）を加えて Trypsin の活性
を止めた。セルストレーナー（BD Biosciences、San jose、CA、USA）を用い
て同液を濾過し、遠心（270 g、4 ℃、5分）および上清吸引後、10 %FCSおよ






MEFsの培養には 10 %FCSおよび 60 g/ml カナマイシン含有 D-MEMを使
用した。マウス歯根膜細胞株は当教室においてクローン化したMPDL22 を実験
に用いた 7)。すなわち、2.5 週齢 BALB/cマウスの下顎臼歯の歯根面より歯根膜
を採取し、24穴培養プレート（Corning、Corning、NY、USA）上で 10 %FCS
および 60 g/mlカナマイシン含有-Modification of Eagle’s Medium（和光純
薬工業、以下 -MEMと略す）にて 5 % CO2、37 ℃、湿度 95 %の条件下で培








8. Real-Time PCR解析 
 各培養細胞より PureLink RNA Mini Kit（Life Technologies）を用いて全
RNAを抽出した。全 RNA量を波長 260 nmにおける吸光度から算出し、High 
Capacity RNA-to-cDNA Kitにて逆転写反応を行った。得られた cDNAを鋳型
として、表 2 に示す各遺伝子特異的な Real-Time PCR 用プライマーを用いて
Real-Time PCR解析を行った。PCR反応は Fast SYBR Green Master Mixを









播種しコンフルエント状態に達したMEFs を、10 mM グリセロリン酸（和光
純薬工業）および 50 g/mlアスコルビン酸（和光純薬工業）、100 ng/ml リコン
ビナントヒト BMP-2タンパク（R&D Systems、Minneapolis、MN、USA）を







 MEFs による石灰化物形成は Dahl の方法 28)に準じて検出した。すなわち細








 MEFs およびMPDL22 の細胞増殖測定は、5-bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）
の細胞内取り込みを指標として、細胞増殖 ELISA、BrdU 化学発光キット
（Roche Diagnostics、Indianapolis、IN、USA）を用いて行った。すなわち、
96 穴培養プレート（PerkinElmer、Waltham、MA、USA）にMEFs は 10 %FCS
含有 D-MEM を用いて 1×104 個/well で播種し、MPDL22 は 10 %FCS 含有
-MEMを用いて 2.5×104 個/wellで播種し定着させた。細胞周期を可及的に静
止期に同調させるため、それぞれ FCSを含まない培地に交換し、24時間培養を
行った。その後、0～100 ng/ml のリコンビナントヒト FGF-2タンパク（R&D 
Systems）にて刺激を行い、22 時間後に BrdU を添加し、2 時間のパルスラベ
ルを行った。パルスラベル終了後、培地を除去し、付属のプロトコールに従っ




12. ウェスタンブロッティングによる Extracellular signal-regulated protein 
kinase（Erk）1/2 のリン酸化の検出 









RAD Laboratories）を用いて 4時間、50 Vにて転写した。メンブレンは 5 %ウ
シ血清アルブミン（SIGMA、St. Louis、MO、USA）、0.1 % Polyoxyethylene
（20）Sorbitan Monolaurate（Tween20）（和光純薬工業）を含むトリス緩衝生
理食塩水（50 mM トリス-塩酸緩衝液（Tris-HCl） pH7.5、150 mM NaCl（和
光純薬工業）、以下 TBSと略す）に 4 ℃にて一晩浸してブロッキングを行った。
一次抗体には、ウサギ抗マウスリン酸化 Erk1/2 抗体（1:1,000、Cell signaling 
Technology、Danvers、MA、USA）、ウサギ抗マウス Erk1/2 抗体（1:1,000、
Cell signaling Technology）を用いて 4 ℃にて一晩反応させた。二次抗体には、
Horseradish Peroxidase（HRP）標識したロバ抗ウサギ IgG抗体（1:10,000、
GE Healthcare）を室温で 2時間反応させた。メンブレンを 0.1 %Tween-TBS
で洗浄後に基質である SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate
（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）を用いて発光シグナルを







ンの 7~14 日後、HEK293 細胞で相同組み換えにより得られたアデノウイルス
クローンを回収し、陽性クローンを選別した。得られたクローンを順次、感染
を繰り返し、第 5 次ウイルスを作製して、MEFs への感染実験に使用した。ま
た、コントロールウイルスとして LacZ発現アデノウイルスを使用した。アデノ
ウイルスの力価は、50 %Tissue Culture Infectious Dose法を用いて測定し、ア
デノウイルスの感染は 30 Multiplicity of infection にて行った。 
 
14. PLAP-1 siRNAの導入 
内在性 PLAP-1遺伝子の発現を抑制したMPDL22株を以下の方法により、作
製した。すなわち、抗菌剤を除いた 10 %FCS 含有-MEM を用いて、
MPDL22 に PLAP-1 遺伝子上の異なる 3 カ所の配列をターゲットとした 
siRNA（Life Technologies）、720i（5'-GGGUCUUGGAAACAACAGAtt-3'）、
721i（5'-CCAACUAAGUGAAAUUCCAtt-3'）、722i（5'-GAUGUUGAAGGAU
AUGGAAtt-3'）、またコントロールとして Silencer Select Negative Control 
siRNA（Life Technologies）（共に 5 nM）を Lipofectamine RNAiMAX（Lif
e Technologies）存在下にて reverse transfection 法にて導入し、96 穴培養プ
レートあるいは 6穴培養プレート（Corning）に播種した。その後 6時間後に 1
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0 %FCS 含有-MEM と培地交換し、細胞をサブコンフルエントまで培養し、
さらに 24時間 FCS非存在下で培養後、リコンビナントヒト FGF-2タンパク（R
&D Systems）にて刺激した。 
 
15. PLAP-1と FGF-2の免疫共沈とウェスタンブロッティング 
histidine標識リコンビナントマウス PLAP-1タンパクは、Escherichia coli
とバキュロウイルスを感染させたカイコより作製したものを用いた 7)。3.0 g
の histidine 標識リコンビナントマウス PLAP-1 タンパクと 0～1.0 g のリコ
ンビナントヒト FGF-2タンパク（R&D Systems）を 500 lの Binding buffer
（50 mM Tris-HCl pH7.5、150 mM NaCl、1 % Polyoxyethylene（10）
Octylphenyl Ether（和光純薬工業）、Protease Inhibitor Cocktail）と共に 4 ℃
にて 2 時間混和後、7.5 l の Agarose 結合 His-probe（H-3）（Santa Cruz 
Biotechnology、Santa Cruz、CA、USA）を添加し、さらに 4 ℃にて 1時間
混和した。遠心分離（10,000 g、10 秒）により、免疫共沈複合体を回収し、
Binding bufferで 3回洗浄後、2- Mercaptoethanol 含有 Laemmli30)の 5×サン
プルバッファーを用いてサンプルを調整した。同サンプルを 2等分し、10 %ア
クリルアミドゲル（PLAP-1 検出用）と 15 %アクリルアミドゲル（FGF-2 検
出用）を用いた SDS-PAGE に展開し、PVDF トランスファーメンブレンに 2
時間、100 Vにて転写した。メンブレンは 5 %スキムミルク（雪印、東京、日
本）、0.1 %Tween-TBSに 4 ℃にて一晩浸してブロッキングを行った。一次抗
体にはヤギ抗 PLAP-1抗体（1:500、Abcam、Cambridge、 MA、USA）およ
びマウス抗 FGF-2抗体（1:1,000、Millipore）を用いて、4 ℃で一晩反応させ
た。二次抗体は、それぞれ HRP を付与したウサギ抗ヤギ IgG 抗体（1:5,000、
Chemicon International、Temecula、CA、USA）およびヒツジ抗マウス IgG
抗体（1:5,000、GE Healthcare）を室温で 1.5時間反応させた。その後、メン
ブレンを 0.1 %Tween-TBS で洗浄後に基質である SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate を用いて発光シグナルを増幅し、ImageQuant 
LAS 4000にて特異的バンドを検出した。 
 
16. FGF-2の FGFR1への結合に PLAP-1が与える影響についての免疫共沈と
ウェスタンブロッティング 
 0～3.0 gの histidine標識リコンビナントマウス PLAP-1タンパクと 0.3 g
のリコンビナントヒト FGF-2タンパク（R&D Systems）を 500 lの Binding 
buffer と共に室温にて 1 時間混和し、さらに 0.5 g のリコンビナントヒト
FGFR1/Fc chimera タンパク（R&D Systems）を加えて室温にて 1時間混和
した。同混合溶液に 10 l の Protein A/G PLUS-Agarose（Santa Cruz 
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Biotechnology）を添加し、4 ℃にて 1時間混和した。遠心分離（10,000 g、10
秒）により、免疫共沈複合体を回収し、Binding buffer で 3 回洗浄した後、2- 
Mercaptoethanol 含有 Laemmli30)の 5×サンプルバッファーを用いてサンプル
を調整した。得られたサンプルを 3等分し、10 %アクリルアミドゲル（PLAP-1
検出用）と 15 %アクリルアミドゲル（FGF-2検出用）、6 %アクリルアミドゲル
（FGFR1 検出用）を用いた SDS-PAGE に展開し、PVDF トランスファーメン
ブレンに 4 時間、50 V にて転写した。メンブレンは 5 %スキムミルク、
0.1 %Tween-TBSに 4 ℃にて一晩浸してブロッキングを行った。一次抗体には
それぞれウサギ抗 His抗体（G-18）（1:200、Santa Cruz Biotechnology）（PLAP-1
検出用）およびマウス抗FGF-2抗体（1:1,000）（FGF-2検出用）、マウス抗Human 




0.1 %Tween-TBS で 洗 浄 後 に 基 質 で あ る SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate あるいは SuperSignal West Dura Extended 
Duration Substrate（Thermo Fisher Scientific）を用いて発光シグナルを増幅






















1.  PLAP-1-/- マウスの作製 
マウス PLAP-1遺伝子の第 2、3エクソンをネオマイシン耐性遺伝子に置換し
た PLAP-1-neo vectorを構築し、C57BL/6由来の ES細胞へトランスフェクシ
ョンし、遺伝子相同組み換えを行った（図 1A）。ネオマイシン薬剤選択により、
PLAP-1-neo vector 遺伝子陽性の ES細胞を単離し、ゲノム PCRおよびサザン
ブロット法にて遺伝子の相同組み換えがなされた ES細胞株を同定した。同クロ
ーンをマウス胚盤胞へマイクロインジェクションすることで ES 細胞キメラマ






るプライマーを用いた PCR法にて行った（図 1C）。またWTおよび PLAP-1-/- マ
ウスの、心臓、肺、脾臓、肝臓、精巣、上顎骨、下顎骨、大腿骨における PLAP-1 
mRNAの発現を Real-Time PCRにて解析した。その結果、PLAP-1-/- マウスに














図 1 PLAP-1-/- マウスの作製 
A. PLAP-1遺伝子と標的ベクター、遺伝子相同組み換えの模式図 PLAP-1遺伝子の第 2、3エ
クソンをネオマイシン耐性遺伝子に置換した PLAP-1-neo vector を構築し、C57BL/6由来の ES
細胞へトランスフェクションし、遺伝子相同組み換えを行った。B：BamHI、K：KpnI、Sm：
SmaI、Sp：SpeI、X：XhoI B. WTおよび樹立した PLAP-1-/- マウス（6週齢、メス） PLAP-1-/- 
マウスは正常に生まれ、繁殖可能かつ系統維持が可能であり、生後 8 週齢まで、外見上の異常
を認めなかった。 C. PLAP-1対立遺伝子の genotyping PCR 足指から抽出したゲノム DNA
を鋳型として、PLAP-1対立遺伝子（増幅塩基数：298 base pairs）とネオマイシン耐性カセッ
トを含む変異型 PLAP-1対立遺伝子（増幅塩基数：472 base pairs）とを識別するプライマーを
用いた PCR法にて行った。 D. WTおよび PLAP-1-/- マウス各組織における PLAP-1の遺伝子
発現解析 WTおよび PLAP-1-/- マウス各組織から全 RNAを抽出し、PLAP-1 mRNAの発現を
マウス PLAP-1特異的プライマーを用いた Real-Time PCRにて解析した。解析結果は、それぞ
れ 3 群の平均値±標準誤差で示した。Heart：心臓、Lung： 肺、Spleen： 脾臓、Liver： 肝































てやや疎な配列を認めた（図 2D）。そこで、3次元解析により PLAP-1-/- マウ
スにおける下顎第一臼歯の歯根膜腔の定量解析を行ったところ、PLAP-1-/- マウ
スにおいては統計学的有意差はないものの、WTと比較して高い値を示し、
PLAP-1-/- マウスの歯根膜腔は拡大傾向にあることが示唆された（図 2E、F）。 
 





   
         
図 2 PLAP-1-/- マウスの歯胚および歯・歯周組織における表現型の解析 
A. PLAP-1-/- マウスの歯胚の組織学的解析 WTおよび PLAP-1-/- マウス上顎第一臼歯歯胚の帽
状期、鐘状期における組織像 DP : dental papilla、EO : enamel organ B. PLAP-1-/- マウス
の上顎臼歯 9週齢オス WTおよび PLAP-1-/- マウスの上顎臼歯の写真 M1 : first molar、M2 : 
second molar、M3 : third molar、P : palate C. PLAP-1-/- マウス臼歯の歯・歯周組織の組織学
的解析 8 週齢オス WT および PLAP-1-/- マウスの上顎骨より作製した矢状断薄切標本を H&E
染色した。上顎第一臼歯および歯周組織の組織像 AB : alveolar bone、D : dentin、P : pulp、
PDL : periodontal ligament D. PLAP-1-/- マウス臼歯歯根膜の組織学的解析 Cの四角枠の拡
大像を示す。矢印は、セメント質と歯槽骨の間の幅を示す。AB : alveolar bone、C : cementum 、
D : dentin、PDL : periodontal ligament E. CTによる PLAP-1-/- マウス臼歯の歯根膜腔の 3
次元構築像 8～9 週齢オス WT および PLAP-1-/- マウスにおける下顎第一臼歯歯根膜腔の定量
解析のため、CT により得られた画像データから歯根膜を抽出し、3 次元構築を行った。その
代表的なイメージ像を示す。 F. PLAP-1-/- マウス臼歯の歯根膜腔の定量解析 8～9 週齢オス









3. PLAP-1-/- MEFs における細胞外基質の遺伝子発現解析 
 PLAP-1-/- マウス由来のMEFsを用いて、PLAP-1によるサイトカインの機能
制御に関する解析を行った。MEFsは、胎生 13.5日目のWTおよび PLAP-1-/- マ
ウス胎仔の体幹部から Trypsin-EDTA処理により分離し、実験に用いた。まず、
PLAP-1-/- MEFsにおける細胞外基質の遺伝子発現について Real-Time PCR解





の発現に関する検討を行った。その結果、PLAP-1-/- MEFs において Biglycan、
Decorinの発現上昇を認めたほか、Periostinには差がなく、また骨や軟骨の主




図 3 恒常状態の PLAP-1-/- MEFsにおける細胞外基質の遺伝子発現解析 
無刺激の WTおよび PLAP-1-/- MEFsから全 RNA を抽出し、細胞外基質の遺伝子発現を内在性
コントロールとして HPRTを用いた Real-Time PCR にて解析した。なお、PLAP-1-/- MEFsに
おける各遺伝子の発現量は、WTにおける発現量を 1としたときの相対値として示した。解析結





4. PLAP-1-/- MEFs における BMP-2誘導性細胞動態の解析 
 次に、PLAP-1-/- MEFsにおける骨芽細胞分化に関連する転写因子の遺伝子発




て PLAP-1 が細胞外で BMP-2 と直接結合し、BMP-2 の BMP 受容体への結合
を阻害することから 7-9)、PLAP-1-/- MEFsにおいては、BMP-2に対する反応性
の亢進が想定されたため、PLAP-1-/- MEFs を BMP-2 で刺激し、その細胞動態
を解析した。まず、BMP-2 刺激により誘導される遺伝子の発現解析を行った。
BMP 刺激によって発現が上昇する初期応答遺伝子として Id 遺伝子が知られて
おり 31)、BMPによる Id遺伝子の発現制御機構の解析は、これまで Id-1を中心
に進められてきた 32, 33)。そこで、MEFs を 24 時間 FCS 非存在下で培養後、
BMP-2（0～10 ng/ml）で刺激し、1時間後の BMP-2誘導性 Id-1遺伝子の発現
を Real-Time PCRにて解析した。その結果、PLAP-1-/- MEFs においてはWT 
MEFs と比較して、有意に BMP-2 誘導性 Id-1 発現の亢進を認めた（図 4B）。
また、MEFs をアスコルビン酸、-グリセロリン酸、BMP-2 を添加した骨芽細
胞分化誘導培地で長期に培養することで、骨芽細胞へ分化誘導可能であること
が報告されている 23, 24)。そこで、MEFs を BMP-2 誘導性に骨芽細胞へと分化
誘導した際の石灰化物形成をアリザリン染色にて、骨芽細胞分化関連遺伝子の
発現動態を Real-Time PCRにて解析した。その結果、アリザリン染色において
PLAP-1-/- MEFs は WT MEFs と比較して、骨芽細胞分化における石灰化物形
成の亢進を認めた（図 4C）。さらに、PLAP-1-/- MEFsにおいて、WT MEFsと
比較して Runx2、Alkaline phosphatase（ALPase）、Osteopontin（OP）、
Osteocalcin（OC）は培養後期において有意に高い遺伝子発現上昇を認めた（図












図 4 PLAP-1-/- MEFsにおける BMP-2誘導性細胞動態の解析 
A. PLAP-1-/- MEFs における骨芽細胞分化関連転写因子の遺伝子発現解析 無刺激の WT およ
び PLAP-1-/- MEFsから全 RNAを抽出し、骨芽細胞分化関連転写因子の遺伝子発現を内在性コ
ントロールとして HPRTを用いた Real-Time PCR にて解析した。なお、PLAP-1-/- MEFsにお
ける各遺伝子の発現量は、WTにおける発現量を 1としたときの相対値として示した。解析結果
は、それぞれ 3群の平均値±標準誤差で示した。＊：p<0.01 vs WT  B. PLAP-1-/- MEFsにおけ
る BMP-2誘導性遺伝子発現解析 WTおよび PLAP-1-/- MEFsを BMP-2（0～10 ng/ml）で刺
激し、1時間後の BMP-2 誘導性 Id-1の発現を Real-Time PCRにて解析した。3回の実験で得
られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。解析結果は、それぞれ 3 群の平均値±標準誤
差で示した。＊：p<0.05 vs WT C. PLAP-1-/- MEFsの BMP-2誘導性骨芽細胞分化における石
灰化物形成の解析 WTおよび PLAP-1-/- MEFsを BMP-2誘導性に骨芽細胞へと分化誘導した
際の培養 21日目における石灰化物形成をアリザリン染色にて検討した。図はそれぞれの実験群
の染色像を示す。右のグラフは図の染色度合いを数値化して比較したものである。3回の実験で
得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。 D. PLAP-1-/- MEFsの BMP-2誘導性骨芽
細胞分化における骨芽細胞分化関連遺伝子発現解析 WTおよび PLAP-1-/- MEFsを BMP-2誘
導性に骨芽細胞へと分化誘導した際の骨芽細胞分化関連遺伝子の発現動態を、各遺伝子特異的プ
ライマーを用いた Real-Time PCR にて解析した。3回の実験で得られた同様の結果のうち、代
表的なものを示す。解析結果は、それぞれ 3群の平均値±標準誤差で示した。＊：p<0.05 vs WT、
＊＊：p<0.01 vs WT 
 




5. PLAP-1-/- MEFs における FGF-2 誘導性細胞動態の解析 
 FGF-2が FGFRと結合すると、FGFRは二量体を形成し、分子内チロシンキ
ナーゼが活性化して、受容体直下の FGFR substrate 2（FRS2）分子に複数の
チロシンリン酸化がおこり、Ras-Erk1/2 経路、phosphatidylinositol-3 kinase
経路を活性化する 34-36)。シグナルは核内に移行して FGF-2 誘導性に Sprouty
（Spry）や Hyaluronan synthase（Has）などの遺伝子の転写を誘導する 37-40)。
そしてその結果、様々な細胞の機能を発現させることがしられている。まず、
MEFsを 24時間 FCS非存在下で培養後、FGF-2（0～100 ng/ml）で刺激し、
24時間後の BrdU の取り込み量を測定し、FGF-2誘導性の細胞増殖反応を検討
した。その結果、PLAP-1-/- MEFs はWT MEFsと比較して、FGF-2誘導性の
細胞増殖反応の有意な低下を認めた（図 5A）。次に、FGF-2 刺激により誘導さ
れる遺伝子の発現解析を行った。FCS非存在下で一晩培養したMEFsを FGF-2
（0～20 ng/ml）で刺激し、1時間後の FGF-2誘導性 Spry2、Has2遺伝子の発
現を Real-Time PCRにて解析した。その結果、PLAP-1-/- MEFsにおいてはWT 
MEFsと比較して、有意に FGF-2誘導性 Spry2、Has2発現の低下を認めた（図
5B）。続いて、MEFsにおけるFGF-2の細胞内シグナル伝達解析を行った。MEFs
を 24 時間 FCS 非存在下で培養後、FGF-2（10 ng/ml）で刺激し、0 分～120
分後に細胞を回収し、Erk1/2 のリン酸化をウェスタンブロッティングにより検
討した。その結果、PLAP-1-/- MEFsにおいては、WT MEFsと比較して、FGF-2
誘導性の Erk1/2 のリン酸化の低下が認められた（図 5C）。以上の結果から、
PLAP-1-/- MEFsはWT MEFsと比較して、FGF-2 に対する反応性が低下して
いることが示唆された。また、無刺激のMEFsにおける FGF-2関連遺伝子の発
現解析を行った（図 5D）。その結果、PLAP-1-/- MEFsではWT MEFsと比較し
て、FGF-2 およびその受容体である FGFR1、2、4 の発現に有意な差を認めな
かった。また FGFR3についてはその発現が高いことが明らかとなった。すなわ
ち、PLAP-1-/- MEFs における FGF-2 に対する反応性の低下は、FGF-2 および
その受容体の発現量の低下によるものではないことが示された。 
 







   
図 5 PLAP-1-/- MEFsにおける FGF-2誘導性細胞動態の解析 
A. PLAP-1-/- MEFs における FGF-2 誘導性細胞増殖反応解析 WT および PLAP-1-/- MEFs を
FGF-2（0～100 ng/ml）で刺激し、24時間後の BrdU の取り込み量を測定し、FGF-2誘導性の
細胞増殖反応を検討した。3回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的なものを示す。解析
結果は、それぞれ 3群の平均値±標準誤差で示した。Rlu/s: Relative light unit/second、＊：p<0.05 
vs WT、＊＊：p<0.01 vs WT B. PLAP-1-/- MEFsにおける FGF-2誘導性遺伝子発現解析 WT
および PLAP-1-/- MEFsを FGF-2（0～20 ng/ml）で刺激し、1時間後の FGF-2誘導性 Spry2、
Has2 の発現を Real-Time PCRにて解析した。3回の実験で得られた同様の結果のうち、代表
的なものを示す。解析結果は、それぞれ 3 群の平均値±標準誤差で示した。＊：p<0.01 vs WT 
C. PLAP-1-/- MEFsにおけるFGF-2誘導性Erk1/2のリン酸化解析 WTおよびPLAP-1-/- MEFs
を FGF-2（10 ng/ml）で刺激し、誘導される Erk1/2 のリン酸化をウェスタンブロッティング
にて解析した。下のグラフはリン酸化 Erk1/2 のバンドの密度の値を、全 Erk1/2 のバンドの密
度の値で除して比較したものである。pErk1/2:リン酸化 Erk1/2、tErk1/2:全 Erk1/2 D. 
PLAP-1-/- MEFs における FGF-2 関連遺伝子発現解析 無刺激の WT および PLAP-1-/- MEFs
から全 RNA を抽出し、FGF-2 関連遺伝子の発現を内在性コントロールとして HPRT を用いた
Real-Time PCR にて解析した。解析結果は、それぞれ 3 群の平均値±標準誤差で示した。＊：
p<0.05 vs WT 




6. PLAP-1発現が PLAP-1-/- MEFsの FGF-2誘導性細胞動態に与える影響の解
析 
 PLAP-1-/- MEFsにおける FGF-2に対する反応性の低下が、PLAP-1発現の有
無によるものであることを明らかにするため、PLAP-1発現が PLAP-1-/- MEFs
の FGF-2誘導性細胞動態に与える影響について解析を行った。まず、FLAG標
識 PLAP-1 発現アデノウイルスを PLAP-1-/- MEFs に感染させ、24 時間後の培
養上清を回収した。同上清を SDS-PAGE に展開し、抗 FLAG 抗体を用いたウ
ェスタンブロッティングを行い、PLAP-1タンパクの発現を確認した（データに
示さず）。コントロールとしては Lac Z発現アデノウイルスを使用した。同細胞
を 24時間 FCS非存在下で培養後、FGF-2（0～100 ng/ml）で刺激し、24時間
後の BrdU の取り込み量を測定し、FGF-2 誘導性の細胞増殖反応を検討した。
その結果、PLAP-1 発現群ではコントロールと比較して、FGF-2 誘導性細胞増
殖反応の有意な亢進を認めた（図 6A）。さらに同細胞を用いて FGF-2の細胞内
シグナル伝達解析を行った。LacZ および PLAP-1 発現 PLAP-1-/- MEFs を
FGF-2（20 ng/ml）で刺激し、0 分～120 分後に細胞を回収し、Erk1/2 のリン
酸化をウェスタンブロッティングにより検討した。その結果、PLAP-1発現群で
はコントロールと比較して、FGF-2誘導性の Erk1/2のリン酸化の亢進が認めら














図 6 PLAP-1発現が PLAP-1-/- MEFsの FGF-2誘導性細胞動態に与える影響 
A. PLAP-1発現 PLAP-1-/- MEFsにおける FGF-2誘導性細胞増殖反応解析 LacZ および
PLAP-1発現 PLAP-1-/- MEFsを FGF-2（0～100 ng/ml）で刺激し、24時間後の BrdUの取り
込み量を測定し、FGF-2誘導性の細胞増殖反応を検討した。解析結果は、それぞれ 3群の平均
値±標準誤差で示した。Ad-lacZ: LacZ発現アデノウイルス感染群、Ad-PLAP-1: FLAG 標識
PLAP-1発現アデノウイルス感染群、Rlu/s: Relative light unit/second、＊：p<0.05 vs Ad-lacZ  B. 
PLAP-1発現 PLAP-1-/- MEFsにおける FGF-2誘導性 Erk1/2のリン酸化解析 LacZおよび
PLAP-1発現 PLAP-1-/- MEFsを FGF-2（20 ng/ml）で刺激し、誘導される Erk1/2 のリン酸化
をウェスタンブロッティングにて解析した。下のグラフはリン酸化 Erk1/2 のバンドの密度の値
を全 Erk1/2 のバンドの密度の値で除して比較したものである。Ad-lacZ: LacZ発現アデノウイ















7. 内在性 PLAP-1 遺伝子発現抑制が歯根膜細胞の FGF-2 誘導性細胞動態に与
える影響の解析 
歯根膜細胞においても、MEFs と同様に PLAP-1 による FGF-2 の機能制御に
ついて検討するため、マウス歯根膜細胞株MPDL22を用いて siRNAにより内在
性 PLAP-1 遺伝子の発現を抑制した MPDL22 株（720i、721i、722i）を作製し
た。まず、PLAP-1 siRNA導入による発現抑制を Real-Time PCRにより確認し
た。その結果、720i、721i、722iともにコントロールと比較して、有意な内在性
PLAP-1 遺伝子発現の抑制を認めた（図 7A）。そこで、コントロールおよび
PLAP-1 siRNA 導入群を FGF-2 で刺激し、内在性 PLAP-1 遺伝子発現抑制が
FGF-2 誘導性の細胞増殖反応に与える影響を解析した。コントロールおよび
PLAP-1 siRNA導入群を24時間FCS非存在下で培養後、FGF-2（0～100 ng/ml）
で刺激し、24 時間後の BrdU の取り込み量を測定し、FGF-2 誘導性の細胞増殖
反応を検討した。その結果、コントロールでは、FGF-2の濃度依存的な細胞増殖
反応を認めた。一方、内在性 PLAP-1 遺伝子発現を抑制した 720i、721i、722i
においては、FGF-2 100 ng/ml にて、FGF-2誘導性の細胞増殖反応がコントロー
ルと比較して有意に低下していることが明らかとなった（図 7B）。さらに、コン
トロールおよび PLAP-1 siRNA導入群において、FGF-2 刺激により誘導される
遺伝子の発現解析を行った。コントロールおよび PLAP-1 siRNA導入群を 24時
間 FCS非存在下で培養後、FGF-2（0～10 ng/ml）で刺激し、1時間後の FGF-2
誘導性 Has1 遺伝子の発現を Real-Time PCR にて解析した。その結果、内在性
PLAP-1 遺伝子発現を抑制した 720i、721i、722i においては、コントロールと
比較して有意に FGF-2 誘導性 Has1 発現の低下を認めた（図 7C）。以上の結果









図 7 マウス歯根膜細胞株において内在性 PLAP-1遺伝子発現抑制が FGF-2誘導性細胞動態に
与える影響 
A. PLAP-1 siRNA 導入による発現抑制率 内在性 PLAP-1 遺伝子の発現を抑制した MPDL22
株における PLAP-1 遺伝子の発現を内在性コントロールとして HPRT を用いた Real-Time 
PCRにより確認した。なお、各 siRNA導入群におけるPLAP-1の発現量は、コントロール siRNA
導入群における発現量を 1 としたときの相対値として示した。解析結果は、それぞれ 3 群の平
均値±標準誤差で示した。Control : コントロール siRNA導入群、720i・721i・722i : それぞ
れ異なる配列をターゲットとした PLAP-1 siRNA 導入群、＊：p<0.01 vs Control B. 内在性
PLAP-1 遺伝子の発現を抑制した MPDL22 株における FGF-2 誘導性細胞増殖反応解析 コン
トロールおよび PLAP-1 siRNA導入群を FGF-2（0～100 ng/ml）で刺激し、24時間後の BrdU
の取り込み量を測定し、FGF-2 誘導性の細胞増殖反応を検討した。解析結果は、それぞれ 3 群
の平均値±標準誤差で示した。Control : コントロール siRNA導入群、720i・721i・722i : そ
れぞれ異なる配列をターゲットとした PLAP-1 siRNA導入群、Rlu/s: Relative light unit/second、
＊：p<0.05 vs Control、＊＊：p<0.01 vs Control C. 内在性 PLAP-1遺伝子の発現を抑制した
MPDL22株における FGF-2誘導性遺伝子発現解析 コントロールおよび PLAP-1 siRNA導入
群を FGF-2（0～10 ng/ml）で刺激し、1時間後の FGF-2誘導性 Has1の発現を Real-Time PCR
にて解析した。解析結果は、それぞれ 3群の平均値±標準誤差で示した。Control : コントロー
ル siRNA導入群、720i・721i・722i: それぞれ異なる配列をターゲットとした PLAP-1 siRNA






8. PLAP-1と FGF-2関連分子の免疫共沈解析  




PLAP-1タンパクとリコンビナントヒト FGF-2タンパクを 4 ℃にて 2時間混和
後、Agarose 結合 His-probe を添加して 4 ℃、1 時間混和し、免疫沈降を行っ
た。続いて抗 FGF-2 抗体を用いたウェスタンブロッティングにより FGF-2 の
共沈の有無を解析した。その結果、FGF-2の共沈を認め、PLAP-1と FGF-2の
結合が明らかとなった（図 8A）。歯根膜においては、FGF-2 の受容体は主に
FGFR1であることが示されている 41, 42)。そこで、PLAP-1と FGF-2の結合が
FGFR1 への結合能に与える影響について解析を行った。histidine 標識リコン
ビナントマウス PLAP-1タンパクとリコンビナントヒト FGF-2タンパクを室温
にて 1時間混和し、さらにリコンビナントヒト FGFR1/Fc chimera タンパク
を加えて室温にて 1 時間混和した。同混合溶液に Protein A/G PLUS-Agarose
を添加して Fc部位にて FGFR1を免疫沈降し、FGF-2および PLAP-1の共沈の
有無をそれぞれの特異抗体を用いたウェスタンブロッティングにより解析した。
その結果、PLAP-1 非添加のレーンにおいて、FGF-2 の FGFR1 への結合が確
認された（図 8B レーン 2）。一方、PLAP-1を添加することにより、FGF-2の













図 8 免疫共沈法を用いた PLAP-1と FGF-2関連分子の結合の検出 
A. PLAP-1 と FGF-2 との結合解析 histidine 標識リコンビナントマウス PLAP-1 タンパクと
リコンビナントヒト FGF-2 タンパクの混合溶液を Agarose 結合 His-probe にて免疫沈降し、
SDS-PAGEに展開し、PVDFメンブレンに転写後、抗 FGF-2抗体を用いて FGF-2の共沈の有
無をウェスタンブロッティングにて解析した。3回の実験で得られた同様の結果のうち、代表的
なものを示す。 B. FGF-2の FGFR1への結合に PLAP-1が与える影響の解析 histidine 標識
リコンビナントマウス PLAP-1タンパクとリコンビナントヒト FGF-2タンパクを混和し、さら
にリコンビナントヒト FGFR1/Fc chimera タンパクを混和した。同混合溶液に Protein A/G 
PLUS-Agarose を加えて FGFR1を免疫沈降し、SDS-PAGEに展開し、PVDF メンブレンに転
写後、FGF-2 および PLAP-1 の共沈の有無をそれぞれの特異抗体を用いたウェスタンブロッテ



















本研究は、in vivo における PLAP-1 の機能を解析するため、PLAP-1-/- マウ
スを作製して生後 8週齢までの表現型の解析を行い、さらに PLAP-1-/- マウス由









に示さず）。これまでの報告から、PLAP-1と同じ SLRP family class I に属し、
PLAP-1と相同性の高いDecorin およびBiglycanのノックアウトマウスは正常









PLAP-1 の機能を補うために発現上昇したという仮説を支持する 1 つの根拠と
なり得るものである。一方で、Biglycan ノックアウトマウスにおいては、





























えられる。また、マウス PLAP-1遺伝子の存在する 13番染色体上には PLAP-1





御し、多様な生命現象に関わっている 1, 2)。細胞外基質の 1つであるPLAP-1は、











ることが示されている 7-9)。そこで PLAP-1-/- MEFs を Osterix の上流のサイト
29 
 










作用を有している 10-14)。したがって PLAP-1と FGF-2の発現局在が重なる部位




























合し、その FGFR1 への結合能を増強するという報告がある 54)。PLAP-1 と
Anosmin との共通点は、ともに FGF と結合し、FGFR とは結合しない点であ
る。すなわち、分子同士が結合することにより、タンパクの電荷および立体構
造の変化が受容体との親和性に関与している可能性が考えられる。FGF-2 は塩
基性の電荷を持ち 55)、また PLAP-1の N末端領域に存在するアスパラギン酸の
連続配列は酸性の電荷をもつと考えられる 56)。すなわち、FGF-2と PLAP-1が
直接結合することで、タンパク電位の変化が誘導され、FGFR との結合能が上
昇するのではないかと考察している。また、PLAP-1の属する SLRP family class 
I はコアタンパクの中央部の LRR 領域で、他のタンパクと分子間相互作用する
ことが知られている。Decorinは、LRR4-5領域で Collagen type Iと、LRR12
領域で CTGFと結合することが報告されている 57, 58)。また、我々は PLAP-1が
BMP-2 と PLAP-1 中央部の 10 個の LRR のうち、LRR5 領域を介して結合す
ることを明らかとしている 8)。さらに、Decorin の LRR5 ペプチドが、FGF-2
の誘導する血管内皮細胞の遊走ならびに管腔形成を阻害するという生物学的活
性を有することも報告されている 59)。そのため、PLAP-1と FGF-2との結合に




検討を行った。一方、Decorin がシグナル分子として働き、 low density 
lipoprotein receptor-related protein-1（LRP-1）受容体に結合し、TGF-シグ
ナルの調節制御に関わるという報告もなされている 60, 61)。このことから、細胞




 最後に、歯周組織における PLAP-1 の機能について考察する。PLAP-1 は歯
根膜において恒常的に発現しており、BMP-2や TGF-の機能を抑制的に、一方、
FGF-2 の機能を促進的に制御することで、歯根膜の恒常性維持に関与している
（図 9A）。また、歯周組織再生時のように FGF-2 が強く機能する局面では、
PLAP-1 は FGF-2 の FGFR1 への結合能を増強することで歯根膜細胞の増殖な
らびに遊走を促し、歯周組織の再生に促進的に働くのではないかと考えられる








   
図 9. PLAP-1の歯根膜における機能（仮説） 
A.  PLAP-1 は歯根膜において恒常的に発現し、BMP-2 や TGF-の機能を抑制的に、一方、
FGF-2の機能を促進的に制御することで、歯根膜の恒常性を維持している。 






1. PLAP-1-/- マウスの樹立に成功した。PLAP-1-/- マウスは胎生期において歯胚




2. PLAP-1-/- MEFs において、BMP-2 に対する反応性の亢進および FGF-2 に
対する反応性の低下を認めた。 
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